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Beschreibunq 



Arzneimittel gegen Herz-Kreislauf-Erkrankungen 



Die Erfindung betrifft ein Arzneiraittel gegen Herz-Krels- 
lauf-Erkrankungen, insbesondere gegen Herzrhythmusst:5rungen, 
Herzinsuf fizienz, Myokardischamie, Angina pectoris und Blut- 
hochdruck (Hypertonie) , das einen speziellen Inhibitor ent- 
halt, und die Verwendung des speziellen Inhibitors, 

Herz-Kreislauf-Erkrankiingen gehoren zu den Haupttodesursa- 
Chen in den Indus tries taaten. 1st das Herz nlcht mehr 
imstande, eine den Anf orderungen entsprechende Forderlei- 
stung zu erbringen, d.h. hat es nicht mehr die Kraft, die 
dem venosen Angebot entsprechende Blutmenge in die Kreis- 
laufperipherie zu pumpen, so spricht man von Herzinsuffi- 
zienz. Man unterscheidet dabei nach dem betroffenen Herzteil 
eine Rechtsherzinsuf fizienz, Linksherzinsuf f izienz und beid- 
seitige Insuffizienz (Globalinsuf f izienz) ^ je nach dem 
Schweregrad eine Ruhe- bzw. Belastungsinsuf f izienz. Eine 
Herzinsuffizienz kann mechanische Oder biocheroische Ursachen 
haben, Eine mechanisch bedingte Herzinsuffizienz ist moglich 
durch langdauernde Oberbelastung des Myokards infolge erhoh- 
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t.en Wxderstands xm kleinen oder groBen Krelslauf (z.B. bel 
chronischen LungenerkraiDcungen, Mitral- Oder Aori:enst:enose, 
Hypertonle), durch Ausfall von Herzmuskelfasem bel Myokar- 
dl-tis Oder Herzinfarkt, Herzrhythmusstorungen (Tachykardle, 
Bradykardie) Oder Behindezrung der Herztatlgkeit: durch kon- 
striktive Perikarditis oder Herzbeuteltamponade, Eine bio- 
cbemisch. bedlngte Herzlnsuf fizlenz trltt: auf bel Substra-b- 
mangel Im Herzmuskel Infolge ungenugender DurchbXutung 
(Koronarinsufflzlenz) Oder gestorter Diffusion von den 
Kaplllaren in die Muskelfasem (z.B. bei Myokarditis ) und 
durch mangelhaf-te Umwandlung von chemischer Energie in 
mechanische Energie infolge einer Elekrolyt- oder Stof fwech- 
selstorung (Verschiebung des K/Ca-Quotienten, Vitamin-Bx- 
Mangel, Diabetes mellit^us); 

Die medikamentose Therapie der Herzinsuf fizienz hat vor 
allem zum Ziel, die Herzarbeit zu okonomisieren und die Kon- 
traktlonskraft der Herzmuskelfasem zu erhdhen* 

Besondere Aufmerksamkeit gilt dabei den Herzrhythmusstorun^ 
gen, unter denen bereits junge Menschen leiden kdnnen, die 
aber insbesondere fiir Sltere Menschen typisch sind*. Die 
pathologischen VerSnderungen, die den Herzrhythmusstorungen 
unrerliegen, beruhen auf einer Stdrung der Erregungsbildung 
und/oder der Erregungsleitung. Die Herzfrequenz kann dabei 
zu hoch (Tachykardie) , zu niedrig [Bradykardie) oder unre- 
gelmaBig (Arrhythmie) sein. 

Kammerflimmern ist oft die Ursache des plotzlichen fierztods. 
Zunehmende Bedeutung gewinnen biochemische Faktoren in der 
Genese solcher Arrhythmien. Aber der genaue Ursprung des 
Kammerflimmerns bleibt spekulativ, und eine wirksame Thera- 
pie mit Arzneimititeln ist immer noch nicht bekannt. GemMB 
einer Hypothese wird die lokale Kaliumionenkonzentration, 
die aus dem Herzen freigesetzt wird, mit dem Einsetzen der 
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Arrhythmien und des Kammerf limmerns in Bezug gese-tzt, aber 
der Verlust an Kaiiumionen und das Kaiamerflimmem stehen 
manchmal in keinem Zusammenhang zueinander. Es vmrde vorge— 
schlagen, daJJ cyclisches Adenosinmonosphosphat., der Second 
Messenger der Katecholaminaktivitat, einen Bezug zu dem Ein- 
setzen des Kammerf limmerns hat:. 

Physiologische Mechanismen, die die Synthese Oder den Abbau 
von cAMP in ischaetoischen Zellen regulieren, sollten daher 
fur die Entwicklung eines Arzneimittels gegen Kammerf limjnern 
von Bedeutung sein (T. Podzuweit, W.F. Lubbe und L,H, Opie, 
Lancet i, 341 - 342, 1976). 

Bei Schweinen wurde gefunden, daB friihe ventrikulare Ar- 
rhythmien und das Kammerf limraern , die durch Verschliisse der 
Koronararterien hervorgeruf en wurden, im Zusammenhang mit 
erhohten Spiegeln an myokardialem cAMP ebenso wie an Adeno- 
sin stehen. Zusatzlich wurde eine Beziehung zwischen den 
cAMP- und Adenosingehalten des ischaemischen Myokards und 
der Haufigkeit des Reperfusionskammerf limmerns nachgewiesen . 
Kammerflimroem, das durch den proximalen VerschluB des Ramus 
inter ventricularis anterior (Riva) der linken Herzkranzar- 
terie hervorgeruf en wurde, wurde durch Vorbehandlung der 
Schweine mit Atenolol (0,2 bis 1,0 rog/kg i.v.) nicht verhin- 
dert. 

Cyclische Nukleotide wirken als Second Messenger in der hor- 
monellen Regulation des Zellstof fwechsels . Verschiedene Hor- 
mone wirken liber ein in der Membran der Rezeptorzelle loka- 
lisiertes Enzymsystem, die Adenylzyklase, welche ATP in cAMP 
umwandelt. Das cAMP aktiviert eine oder mehrere Proteinkina- 
sen dieser Zelle, welche ihrerseits die ATP-abhangige Phos- 
phorylierung wichtiger Schliisselenzyme des Intermediarstof f- 
wechsels sowie die Phosphorylierung von membranstandigen 
Proteinen katalysieren. Fiir die Entstehung der Arrhythmlen 
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ist: w±clil:±g, daB die Akt:lv±t:^^ bestlmmteir KalzlumkanaXe 
durch elne cilMP*abhangige Phosphorylierang ges'teueort wlrd. 
Die Phosphorylierung von Ca^"*"-Kanalen (bzw* von einem rait 
diesen eng assoziierten Protein) durch cAMP-abhMngige Pro- 
teinkinasen fiihrt: zu einer Erhohung der Of fnungswahrschein- 
lichkeit dieser Ca^^-Kemal&« Die Aufhebung des jeweils durch 
cAMP provozierten Ef fekts geschieht durch den wiederum steu- 
erbaren Abbau des cAMPs durch eine spezifische Phosphodi- 
esterase. Analog wird cGMP durch das Enzym Guanylzyklase 
synthetisiert und durch Phosphodiesterasen abgebaut. 

Vier losliche Phosphodiesterasen wurden aus Extrakten des 
menschlichen Papillarmuskels unter Verwendung von Anionen- 
austauschchromatographie isoliert. Diese Enzymaktivitaten 
wurden als PDE I bis IV nach ihrer Reihenfolge der Elution 
mit einem ansteigenden Salzgradienten (NaOAc bzw« NaCl) be- 
zeichnet <T. Podzuweit et al. , J. Mol. Cell* Cardiol. 23, 
Supplement V, 199 1, Abstract P217). 

Obwohl die Primarsequenzen von melir als 15 verschiedenen 
cyclische-Nukleotid-Phosphodies teres en von SsLugem bekannt 
sind, wurde bisher kein Inhibitor, der zwischen Mitgliedem 
der gleichen J^arailie unterscheidet, entwickelt (J. A. Beavo 
und D.H. Reifsnyder, TIPS, Reviews, April 1990, Band 11, 
Seiten 150 bis 155). 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrande, Inhl- 
bitoren bereitzustellen, die verschiedene zyklische Nukleo— 
tidphosphodiesterase-Isoenzyme selektiv hemmen konnen* Ins- 
besondere soil ein Inhibitor fiir die cGMP-stimulierte Phos* 
phodiesterase (PDE II) zur Verfugung gestellt werden. Erf in- 
dungsgemaB soil ein Arzneimittel zur Verfugung gestellt wer- 
den, da? zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen ge- 
eignet ist. Weiterhin soli die Verwendung der Inhibitoren 
fur die cGMP-stimulierte Phosphodiesterase (PDE II) fiir die 



Wd 93/1^42 



- 5 - 



PCr/5P93/0CW27 



Bekampfung und Prophylaxe von Herz-Kreislauf-Erkarankungen 
und fCir die Herstellung vort Arzneimitteln gegen Herz-Kreis- 
lauf-Erkrankungen zur Verfugung gestellt werden. AuBerdem 
sollen Aktivatoren der Guanylzyklase zur Verfugung gestellt 
werden r durch die die Wirkung der Inhibitoren verstarkt 
wird. 

iiberraschenderweise wurde gefunden, dafl Inhibitoren der 
cGMP-stimulierten Phosphodiesterase (PDE II) starke Anti- 
arrhythiaika sind, deren Wirkung durch Aktivatoren der Gua- 
nylzyklase verstarkt werden kann. Im einzelnen wurde nach- 
gewiesen, daB der bekannte Adenoslndeaiainaseinhibitor EHNA 
(Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-adenin) und 2-o-Propoxyphe- 
nyl-8-azapurin-6-on starke Antiarrhythmika und selektive 
Hemmstoffe der cGMP-stimulierten PDE II sind. Die Effekte 
von EHNA wurden in der Vergangenheit uber die Hemmung der 
Adenosindeaminase erklart. Die Erfindung zeigt nun erstmals 
am Beispiel der Arrhythmien, daB die Wirkung von EHNA und 
von 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on auf der selektiven 
Hemmung der cGMP-stimulierten PDE II beruht, eventuell ira 
Zusammenwirken mit der Henunung der Adenosindeaminase. 

Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dafi es einen oder mehrere Inhibitoren fur die 
cGMP-stiraulierte Phosphodiesterase (PDE II) zusammen mit 
iiblichen Tragerstof f en und/oder Verdiinnungsmitteln enthalt, 
Bevorzugt enthalt das erf indungsgeroaBe Arzneimittel als In- 
hibitor Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-adenin (EHNA) oder 2- 
o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on, gegebenenf alls zusammen mit 
einem oder mehreren Aktivatoren der Guanylzyklase. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von Inhibi- 
toren der cGMP-stimulierten Phosphodiesterase (PDE II), ins- 
besondere von Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-adenin (EHNA) 
Oder 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on fiir die BekSmpfung 
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und Prophylaxe von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, insbesondere 
von Rhythmusstorungen^ Herzxnsuffizienz, MyokardischSmie, 
Angina pectoris und Bluthochdruck (Hypertonie) , und zur Her- 
stellung von Arzneimitteln gegen Herz-Kreislauf-Erkrankun- 
gen, insbesondere gegen HerzrhythmusstSrungen, Herzinsuffi- 
zienz, Myokardischamie, Angina pectoris und Blutliochdruck 
(Hypertonie), gegebenenfalls zusammen mit einem Oder mehre- 
ren Aktivatoren der Guanylzyklase. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls einen - Inhibitor fur die 
cGMP-stimulierte Phosphodiesterase (PDE II)/ insbesondere 
Erythro-9-{2-hydroxy-3-nonyl)-adenin oder 2-o-PropoxyphenyX- 
8-azapurin-6-on zur Verwendung bei Herz-Kreislauf-Erkrankun- 
gen, insbesondere bei Herzrhythmusstorungen, Herzinsuf f izi- 
enz, Myokardischamie, Angina pectoris und Bluthochdruck 
(Hypertonie) , gegebenenfalls zusammen mit einem oder mehre- 
ren Aktivatoren der Guanylzyklase • 

EHNA ist im Handel erhaltlich und kann beispielsweise von 
Sigma Chemie GmbH, GrOnwalder Weg 30, 8024 Deisenhofen bezo- 
gen werden. 

Das 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on der folgenden Struk- 
turf ormel - o 




kann nach Literaturangaben hergestellt werden (vgl. bei- 
spielsweise B.J. Broughton et al., J. Med. Chem. JJ, (II)/ 
1117), Der systematische Name dieser Verbindung lautet 1,4 
Dihydr 0-5 - ( 2-propoxyphenyl-7H- 1,2, 3-tr iazolo [ 4 , 5-d ] pyrimi- 
din-7-on) . Die Verf>indung ist ein farbloses Pulver und in 
Wasser nur gering loslich. Sie lost sich in Aceton und 
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Ethanol und in schwach basischen Losungen. Die Verbindung 
ist st.abil und besitzt niedrige Toxizitat. Die akute orale 
LD30 i>ei Maus, der Ratte und dem Kaninchen liegt im Be- 

reich von 1,400 bis 2.000 mg/kg pro Anion. 

Als Guanylzyklase-AJctivator konnen erf indungsgemaB alle sol- 
che Verbindungen, von denen diese Aktivitat bekannt ist, 
verwendet werden. Beispiele hierfiir sind Nitrite, organische 
Nitrate, Nitrosoverbindungen und eine Vielzahl anderer 
Stickstoffoxid enthaltender Substanzen einschliefilich Natri- 
umnitroprussid. Diese Verbindungen sind bekannt und warden 
beispielsweise in Goodman and Oilman's, The Pharmacological 
Basis of Therapeutics, 7. Auflage, 1985, Seite 79 8 und ins- 
besondere Seite 806 in dem Kapitel "Drugs used for the 
treatment of angina: organic nitrates, calcium channel 
blockers, and B-adrenergic antagonists" beschrieben, 

Unter den Aktivatoren der Guanylzyklase sind bevorzugt orga- 
nische Nitrate v/ie Nitroglyzerin, Isosorbitdinitrat, Ery- 
thrityltetrauiitrat und Pentaerythrit, Tetranitrat, stick- 
stoffoxidenthaltende Vasodilatatoren, die sogenannten Nitro- 
vasodilatatoren, sowie das atriale natriuretische Peptid 
(ANP = ANF) und Bradykinin, das EDRF (Endothelium derived 
relaxing factor) aus der Gefal^wand freisetzt. Dieses EDRF 
ist identisch mit dem NO-Radikal, das z .B. aus Mitroprussid 
freigesetzt wird. 

Erf indungsgemaB erfolgt die Verabreichung der Inhibitoren 
alleine oral, beispielsweise in Form von Tabletten, Dragees, 
Kapseln, Ldsungen, oder intraperitoneal/ intramuskular/ sub- 
kutan, intraartikuiar oder intravenos, beispielsweise durch 
Injektion oder Infusion. Es ist besonders bevorzugt, daB das 
erf indungsgem^e Arzneimittel bzw. die erf indungsgemSiie Ver- 
wendung so erfolgt, daB der Wirkstoff verzogert freigesetzt 
wird, das heiBt als Depotformen. Die im folgenden gemachten 



wo 93/19742 PCr/EP93/00827 

- 8 - 



Ausfulirungen uber das erf indungsgemalie Arzneimittei betref- 
fen ebenfalls die erfindungsgemaBe Verwendung. Das erfia- 
dungsgemSJie Arznelmittel ist fiir Herr-Kreislauf-Erkranlom- 
genr insbesondere HerzrliythmusstorunLgeii, Herzinsuf f izienz, 
Myokardischamle, Angina pectoris und Bluthochdruck (Hyperto- 
nie) geeignet. Das erfindungsgemaBe Arzneimittel eignet sich 
zur Unterdruckang ischamiebedingter Arrhythniien , 

(1) iiber primare antianAythmische Wirkung, und 

(2) dadurch, daB es eine antiischamische Wirkung bat, d.h. 
daB es vasodilatierend wirkt. 

Weiterhin zeigt das erfindungsgemaBe Arzneimittel keine zu 
Starke positive Inotropie und entlastet dadurch das Herz. 
Wegen der vasodilatierenden Wirkung des erf indungsgemaflen 
Arzneimittels eignet siclt dieses auch zur Behandlung der 
Hypertonie und der Angina pectoris. Wesentlich ist hier die 
synergistische wirkung von organischen Kitraten und dem PDE- 
Il-Inhibitor. Die mit Nitraten beobachtete Tachypbylaxie 
kdnnte durch EHNA giinstig beeinfluflt werden. 

Einheitsdosen konnen beispielsweise 1 bis 4 mal taglich ver- 
abreicht werden- Die exakte Dosis hangt vom Verabreichungs- 
weg und dem zu bebandelnden Zustand ab, NaturgemSB kann es 
erforderlich sein, Routinevariationen der Dosis je nach dem 
Alter und dem Gewicht des Patienten sowie der Schwere des zu 
behandelnden Krankheitszustandes vorzunehmen. 

Die erf indungsgemafien Arzneimittel ohne Aktivatoren der Gua- 
nylzyklase konnen in an sich bekannter Weise unter Verwen- 
dung eines oder mehrerer pharmazeutisch annehmbarer Trager 
Oder verdunnungsmittel formuliert werden. Die Zubereitungen 
k5nnen f fir die orale Verabreichung oder in einer fur die 
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Verabreichung durch Injektion Oder Infusion geeigneten Welse 
formuliert warden. 

Warden erf indungsgemSfl ein PDE-II-Inhibitor und ein Aktiva- 
tor der Guanylzyklasa verwandet, kann die Verwendung gleich- 
zeitig, getrennt oder zeitlich abgestuft erfolgen- Bei- 
spielsweise kann das Arzneiniittel gleichzeitig einen PDE-II- 
Inhibitor und einen Aktivator der Guanylzyklasa enthalten- 
Es ist jedoch auch moglich, daB das Arzneimittal nur den 
PDE- 1 1- Inhibitor enthalt, und daii der Aktivator der Guanyl- 
zyklasa getrennt, gleichzeitig oder zeitlich abgestuft ver- 
abreicht wird. Die Verabreichungswege fiir den Inhibitor und 
den Aktivator der Guanylzyklasa konnen sich unterschaiden, 
Beispialsweisa kann der Inhibitor subkutan oder durch Injek- 
tion Oder Infusion verabreicht werden, und der Aktivator der 
Guanylzyklase kann beispialsweisa durch Inhalation oder als 
spray verabreicht werden, Der Inhibitor und der Aktivator 
der Guanylzyklase konnen somit jeweils auf unterschiedliche 
Weise kombiniert sein. 

Die pharmazeutischen Zubereitungen fiir die orale Verabrei- 
chung konnen in Form von beispielsweise Tabletten oder Kap- 
seln, die nach an sich bekannten Verfahren mit pharmazeu- 
tisch annehrabaren Verdiinnungsmitteln, wie Bindemltteln (zum 
Beispiel vorgelatiniertex Maisstarke, Polyvinyl pyrrolidon 
Oder Hydroxypropylmethylcellulose) , Fiillstoffen (zum Bei- 
spiel Lactose, Saccharose, Mannit, Maisstarke, mikrokristal- 
line Cellulose oder Calciiimhydrogenphosphat) ; Schmiermitteln 
(zum Beispiel Stearinsaura, Polyethylenglykol, Magnasium- 
staarat. Talk oder Siliciumdioxid) ; Desintegratlonsmitteln 
(zum Beispiel Kartof f elstarke, Natriumstarkeglykolat oder 
Natriumcarboxymethylcellulose) ? oder Benetzungsmitteln (zum 
Beispiel Natriumlaurylsulf at) , hergestellt werden, vorlie- 
gen. Die Tabletten konnen nach an sich bekannten Verfahren 
uberzogen werden. Fliissige Zubereitungen fttr die orale Ver- 
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abreichung 3c5nnen in Form von beispielswelse wMl^rigen oder 
eiigen Losungen, Sirupeu/ Elixieren, Emulsionen Oder Suspen- 
sionen vorliegenr oder sie kdnnen ais Trockenprodukt fiir die 
Konstitution mit Wasser oder einem anderen geeigneten Trager 
vor der Verwendung vorliegen. Solche flussigen Zubereitungen 
kannen nach an sich bekannten Verfahren mit pharmazeutisch 
annehinbaren,2usatzstoffen hergestellt werden, wie Suspen- 
slonsmitteln (zum Beispiel Sorbiteirup, Cellulosederivaten, 
Glucose/Zucker-Sirup, Gelatine, Aluminiumstearatgel oder 
hydrieirten genieBbaren Fetten) ; Emulgieriaitteln (zum Bei- 
spiel Lecithin r Gummi arabicunt oder Sorbitan-monooleat ) ; 
nichtwaBrigen Tragem (zxm Beispiel Mandelol, oligen Estem, 
Ethylalkohol oder fraktionierten Pf ianzenolen) ; und Konser- 
vierungsmitteln (zum Beispiel Methyl- oder Propyl-p-hydroxy- 
benzoaten oder Sorbinsaure) . Die flussigen Zubereitungen 
k5nnen auch an sich bekannte Puffer, Geschmacks- bzw. Aroma- 
mittel, Farbstoffe und SiiBstoffer je nach Bedarf , enthalten. 

Fiir die parenterale Verabreichung kfinnen die Verbindungen 
fiir Injektion^ bevorzugt intravenSse, intramuskulare oder 
subkutane Injektion oder Infusion formuliert werden. Zube- 
reitungen fiir die Injektion kbxmen in Eindosenform, zum Bei- 
spiel in Ampullen, oder in Mehrfachdosis-Behaltern mit einem 
zugegebenen Konserviejcungsstof f vorliegen. Die Zubereitungen 
k5nnen in Form von Suspensionen, LSsungen oder Emulsionen in 
oligen oder waflrigen Tragem vorliegen und Zubereitungs- 
hilfsmittel enthalten, wie Suspendier-, Stabilisier- und/ 
Oder Dispersionsmittel, und/oder Mittel zur Einstellung der 
Tonizitat der L6sung, 

Methylxanthine besitzen sowohl als cyclische Nukleotid* 
Phosphodiesterase {PDB)-Inhibitoren als auch Adenosin- ^ 
Rezeptorantagonisten eine lange Geschichte. Der Mangel an 
Selektivitat dieser Verbindungen legt eine Beziehung 
zwischen Strukturdomanen des Adenosin*Rezeptors und der 
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Phosphodiesterase-Isoenzyme nahe. Die vorliegenden Daten 
erstrecken die bestehenden Ahnlichkeiten auf das Enzym Ade- 
nosindeaminase (Adenosinaminohydrolase, EC 3.5.4.4) (ADA), 
indem sie zeigen, dal3 der synthetische Adenoslndeaminase- 
Inhibitor Erythro-9- ( 2-hydroxy-3-nonyl ) -adenin ( EHNA ) auch 
eln starker/ und soweit losliche Phosphodiesterasen betrof * 
fen sind/ selektiver Inhibitor der cGMP-stimulierten PDE-II- 
Isoenzyme aus Schweine- und Menschen-Myokard ist- Da sich 
ISsliche und membranstSndige PDE-Isoenzyme in ihren Eigen- 
schaften sehr ahneln, ist mit Sicherheit zii erwarten, dali 
die an 15s lichen Phosphodiesterasen gewonnenen Ergebnisse 
auch fiir die membranstandigen Enzyme gelten. 

MATERIAL UND METHODEN 

EHNA-HCl wurde von Burroughs - Wellcome Co* (Greenville, NC, 
USA) bezogen. c[8-^H]AMP und c[8-^H]GMP warden vom Radio- 
chemical Centre (Amersham, UK) bezogen. Calmodulin stammte 
von Boehringer (Mannheim, BHD) uhd DEAE Sepharose CL-SB und 
Papaverin stammten von Sigma (Deisenhofen, BRD)* Alle ande* 
ren Chemikalien stammten von Merck (Darmstadt, BRD) und 
waren mindestens analysenrein. Hochreines Wasser wurde mit 
dem Milli-Q-Wasserreinigungssystem (Millipore Corp., Esch- 
boim, BRD) erzeugt. Frische Stamrolosungen der Inhibitoren 
wurden unter gedampftem Licht mindestens taglich herge- 
stent. 

Quelle des Gewebes, Extraktion und Chromatographie 

Proben der linken ventrikularen Papillar-Muskeln wurden mit 
Zustimmung der Patienten, die sich einem Austausch einer 
Mitralklappe im Universitats-Krankenhaus GieAen, BRD, unter- 
zogen, erhalten. Die Myokard-Proben vom Schwein (mannliche 
Schweine der Deutschen Landrasse, 25 bis 30 kg Korperge- 
wicht) wurden nach Exzision der Herzen unter Nembutal- 
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Anaesthesxe erhaltien. Die Piroben wurden sofort In f liissigexa 
Stickstof f eingefroren und wurden dann in einer Hochge- 
schwlndi^gkei-tsmiihle pulverxsiert und in fliissigem Stickstof f 
vorgelcUhlt, Das gefrorene Gewebspulver wurde durch ein Sieb 
aus rostfreiem Stahl (-196**C) (Porengrofie: 0,315 mm) in 
einen Homogenisierungspuffer (4*'C) (1 ml pro 100 mg Pulver) , 
bestehend aus (Endkonzentrationen) : 20 mM Bis-Tris, 2 mM 
EDTA, 5 mM 2-Mercaptoethanol, 2 mM Benzamidin, 50 Phenyl- 
methylsulfonylfluorid, 50 mM Natriumacetat/ pH 6,5, gegeben. 
Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgef tihrt . Das 
Homogenat: wurde 30 Minuten bei 48.000 g zentrifugiert. 50 ml 
des Uber stands wurden entnommen und auf elne Saule (20 k 
1,6 can) aus DEAE-Sepharpse CI1-6B, die mit Homogenisierungs- 
puffer voreguilibriert worden war, geladen. Die Saule wurde 
mit 200 ml Puffer gewaschen, und die PDE-AlctiviteLten wurden 
mit einem linearen Gradienten von 0,05 bis 1 M Natriumacetat 
in Puffer (Flufizeit des Gradienten: 500 min) elulert. Die 
Fluflrate betrug 1 ml/min. 5-ml-Fraktionen wurden gewonnen 
und auf PDE-Aktivitat untersucht. 

Test auf die PDE-Aktivitat und Bestimmung der ICso"Werte 

Die PDE-Aktivitat wurde unter Verwendung von HPLC mit einer 
Of f -I*ine-Fliiss tg-Szintillationsspektrometrie gemessen - Das 
Reaktionsgemisch bestand aus (Endkonzentrationen) : 1 pM c[8- 
^H]i^ Oder 1 c[8-^H]GMP (9,25 GBq/mmol) (ungefShr 35.000 
cpm), 1 MM cGMP (sofern vorhanden), 5 mM M9CI3, 5 x lO'^'M 
bis 10*^M Inhibitor (sofern anwendbar) und 20 mM Tris-HCl, 
pK 7,5, in einem Gesamtvolumen von 200 ^l. Die Enzymaktivi^ 
tat wurde bei 25^C mit lOminutigen Inkubationen gemessen. 
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50 ^1 Enzymldsung 
gestartet und durch Injektion von 20 fxl 60%ige Perchlorsaure 
beendet. Aliguote zu 20 iil der sauren fibers tande wurden 
angesaugt und in ein automat is iertes HPLC-System (Saule 
LiChrospher RP-18e) (250 x4mm; 5 tm Packung) injiziert. 
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Die radioaktiven Substratie und die ProduJcte der PDE-Reaktion 
wurden unter Verwendung elnes RACKBETA 1219-Flussig-Szintil- 
lat.ionszahlers (LKB Wallac, Freiburg, BRD) quantlta^iv be- 
stimmt* Die ICso-Werte (Konzentrationen mlt 50%iger Inhible- 
rung) wurden bei 1 ^ cAMP Oder cGMP unter Verwendung der 
Peak-Fraktionen bestimmt. Die Oaten wurden mit Hilfe der 
sigiDOidalen logistischen Funktion mit vier Parameters gef it- 
tet, 

ERGEBNISSE 

Die loslichen PDE-Isoenzyme aus Schweine- und Menschen- 
Myokard wurden durch Anionenaustauschchromatographie unter 
Verwendung von DEAE-Sepharo3e CL-6B aufgetrennt. Die Enzym- 
aktivitaten wurden mit PDE I bis IV gemaB der Nomenklatur 
nach J. A. Beavo und D.H. Reifsnyder bezeichnet. Die PDE II- 
Aktivitat wurde durch cGMP (1 iM) stimuliert. Das Enzym wur- 
de dosisabhangig durch 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on 
[IC30: 8 X (PDE I)v 3 X 10-*M {PDE II)] inhibiert, 

Jedoch fehlte dem Schweine-Myokard die Ca^^-Calmodulin- 
stimulierte losliche PDE I-AktivitSt, EHNA zeigte eine kon- 
zentrationsabh^ngige Inhibierung des cytosolischen cGMP- 
stimulierten PDE Il-Isoenzyms aus menschlichem Myokard (IC50 
= 8 X lO'^'M) . Bezogen auf die anderen loslichen PDE-Iso- 
enzyme war die Inhibierung des cGMP- stimuliert en PDE II- 
Subtyps selektiv und in hohem MaAe konzentrationsabhangig , 
Die Inhibierung der PDE-Isotypen I, III und IV begann bei 
einer Konzentration an EHNA, die das cGMP-stimulierte Enzym 
2u mehr als 99% inhibierte. Die erhaltenen Ergebnlsse sind 
in der beigefiigten Figur dargestellt. 

Die Ergebnisse zelgen, daJJ EHNA als Inhibitor des Enzyms ak- 
tiver als der nichtselektive PDE-Inhibitor Papaverin (ICso = 
2 X 10~*M) auf einer molaren Basis war. Es wurde auch gefun- 
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den, daB EHNA die losliche cGMP-stimulierte PDE II aus 
Schweine-Myokard dosisabhangig (ICso 2 x lO'^^M) inhibier- 
te. Die Inhibierung der anderen cyclische-NuJcleotid-Pliosplio- 
diesterasen aus Schweine-Myakard war vernaclxlassigbar (ICso 
> 100 MM). 

DISKUSSION 

Bis jetzt warden vxer losliche cycllsche-Nukleotid-Phospho- 
diesterase-Isoenzyme aus Sauger-Myokard unter Verwendung von 
Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt. Diese Enzyme 
konnen nach ihren regulatorischen Eigenschaften, d-li. der 
Aktivierung durch c04P oder Ca^'*'-Calinodulin oder die Inhi- 
bierung durch cGMP oder pharmakologische Xnhibi-toren unter- 
schieden werden* Seiektive Inhibitoren waren fiir die Ga*"^- 
Calmodulin-stimulierte PDE I, die cGMP-inhlbierte PDE III 
und die RoLipram-sensitive PDE IV verfugbar, Jedoch waren 
bis jetzt seiektive Inhibitoren der cOIP-stimulierten Iso- 
enzyme nicht verf ugbar . In der vorliegenden Anmeldung wird 
erstmals gezeigtr dali der reversible Adenosindeaminase-In- 
hibitor EHNA ein starker Inhibitor der cytosolischen PDE II 
aus Schweine- und MenSchen-Myokard ist* Bezogen auf die an- 
deren loslichen PDE's war die Inhibierung selektiv fiir das 
cGMP-stimulierte isoenzym (vgl. die Figur) mit einem ICso* 
Wert von B x lO'^'M (Mensch) oder 2 x 10~®M (Schweln) . Diese 
Daten zeigen strukturelle Ahnlichkeiten der katalytischen 
und/oder regulatorischen Domanen der zwei of fensichtlich 
nicht verwandten Enzyme Adenosindeaminase und cGMP-stimu- 
lierte cyclische-Nukleotid-Phosphodi esterase , 

Adenosindecuainase katalysiert die Desaminierung von Adeno- 
sine 2' -Desoxyadenos in und von verschiedenen der anderen 
cytotoxischen Adenosin-Analogen. Kompetitiv geheramt wird 
dieses Enzym durch die synthetische Verbindung Erythro-9-{2— 
hydroxy-3-nonyl)-adenin (EHNA). Bei EHNA ist der Riboserest 
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von Adenosin durch eine aliphatische Kette ersetzt. Die 
Inhibierung von ADA erfolgt in zwei Stufen, bei denen das 
e-NHa-Desaminierungsziel von EHNA nicht betroffen ist, Der 
anfangliche Bindungsschritt ist schnell und gehorcht elner 
klassischen kompetitiven Inhibierung (K:^ = 2 x lO'^'M) , was 
wahrscheinlich mit einer Bindung der Nonyl-Seitenkette an 
eine hydrophobe Region in Nachbsirschaft: zu der katalytischen 
Stelle von ADA verbunden ist. Dann erfolgt eine anschliefien- 
de Umordnung entweder des Inhibitors oder des Enzyms, was zu 
einem festen Enzym-Inhibitor-Komplex (gesamte Inhibierungs- 
konstante 1,7 x 10 "^'M) fiihrt, aus dera der Inhibitor nur 
langsam abdissoziiert • Die Inhibierungskonstante des ersten 
Bindungsschritts war niedriger als der K„,-Wert fur das Stib- 
strat Adenosin (K„, = 2 x 10"^M) , aber war uberraschendeorwei- 
se vergleichbar dem ICso-Wert fur die Inhibierung der cGMP- 
stimulierten PDE in der vorliegenden Untersuchung. Folglich 
besitzen Dosen von groBer als lO'^'M EHNA inhibierende Wir- 
kungen auf beide Enzyme. 

Iin Handel erhaltliches EHNA, das bei der vorliegenden Unter- 
suchung verwendet wurde, ist ein racemisches Gemisch aus 
Erythro-( + )-9-(2S-hydroxy-3R-nonyl) -adenin und Erythro-(-)- 
9-(2R-hydroxy-3S"nonyl)-adenin [( + )-EHNA]. Der K^-Wert von 
(±)-EHNA bei menschlicher ADA wurde zu 4 nM bestimmt, was 
etwa dem 2fachen Wert von ( + )-(2S,3R)-EHNA entspricht. 
Jedoch wurden viel hohere Konzenttationen an EHNA tatsach^ 
lich benotigt, urn ADA in intakten Zellen zu inhibieren. 

Die cGMP-stimulierte PDE ist eines von mindestens zwei 15s- 
lichen Isoenzymen, die die beiden Second Messenger-Molekiile, 
cAMP und cGMP/ spalten. Die Fahigkeit dieses Enzyms, cAMP 
Oder cGMP zu hydro lysieren, wird in Gegenwart von cOlP 
infolge alios terischer Aktivierung des Enzyms erhoht, 
wodurch es zu einem Rezeptor fiir cGMP wird. Jedoch ist die 
genaue physiologische Funktion dieses Enzyms immer noch 
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nicht bekannt. Die vorliegenden Ergebnisse legen elne vich- 
tige Rolle der ccaiP-stimtilierten PDE bei der Kontrolle des 
HerzrhYtiimus nahe. 

PDE-II-Xnliibitoreii wie EHNA erweisen sich als Prototyp- 
Arzneimxttel tait inhibierenden Wirlamgen sowohl auf Adeno- 
sindearoinase als auch auf cGMP-stlmulierte PDE. Iffi Gegensatz 
dazu ist 2-o-PropoxyphenyL-8-a2apurin-6-on ein selektiver 
PDE-Hemmstoff , der die Adenosindeaminase nlclit inhibierl:. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung^ 
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Beispiel 1 
Tabletten fur die orale Verabreichunq 
A> Direkte Kompression 

(1) 

Wirkstoff: EHNA 2 rag/Tablette 

Magnesiumstearat BP 0,65 mg/Tablette 

wasserfreie Lactose 80 mg/Tablette 

Der* Wiirkstof f wird mit der wasserfreien Lactose und dem 
Magnesiumstearat vermischt, und das Gemisch wird gesiebt* 
Das entstehende Gemisch wird zu Tabletten unter Verwendung 
einer Tablettiermaschine verpreiit. 



Die gleiche Fosnnulierung kann auch mit 2-o-Propoxyphenyl-8- 
azapurin-6-on als Wiirkstof f vorgenommen werden. Gegebenen- 
falls wird ein Aktivator der Guanylzyklase hinzugefiigt- 



(2) 



Wirkstoff : EHNA 2,5 mg/Tablette 

Magnesiumstearat BP 0,7 mg/Tablette 

mikrokrlstalline Cellulose NF 100 mg/Tablette 

Der Wirkstoff wird gesiebt und mit der mikrokristallinen 
Cellulose und dem Magnesiumstearat vermischt* Das entste- 
hende Gemisch wird unter Verwendung einer Tablettiermaschine 
zu Tabletten verpreBt* 

Die gleiche Formulierung kann auch mit 2-o-Propoxyphenyl-8- 
azapurin-6"on als Wirkstoff vorgenommen werden. Gegebenen- 
falls wird ein Aktivator der Guanylzyklase hinzugefiigt. 
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B. Nasse Granalieirmiq 



Wirkstoff: EHNA 



StMzrlce BP 

vorgelatinierte Maisstarke BP 
Magneslumsteajrat. BP 



Lactose BP 



30,0 mg/Tablette 
150,0 mg/Tablette 
30/0 mg/Tablette 
15,0 mg/Tablet;t:e 
1,5 mg/Tablette 



Der Wirkstoff wlard durcli ein geelgnetes Sleb geslebt und mil: 
der Lactose, der Starke und der vorgelatinlerten Maisstarke 
venoischt. Geeignete Volumina an gereinigtem Wasser werden 
zugegeben, und das Pulver wird granulxert« Nach dera Trocknen 
wird das Granulat gesiebt und mit dem Magnesiumstearat ver- 
mlsclit. Das Granulat wird dann unter Verwendung von Loch- 
stanzen mit geeignetem Durchmesser zu Tabletten verpreflt^ 

Die gleiche Formulierung kann auch mit 2-o-Propoxyphenyl-8- 
azapurin-6-on als Wirkstoff vorgenommen werden* Gegebenen^ 
falls wird ein Aktivator der Guanylzyklase hinzugefugt* 

Tabletten anderer Zusammensetzung konnen hergestellt werden, 
indem man das Verhaltnis von Wirkstoff zu Lactose Oder das 
Kompressionsgewicht Sndert und entsprechende Lochstanzen 
verwendet. 



Beispiel 2 



Kapseln 



Wirkstoff: EHNA 



Hagnesiumstearat BP 



freiflxeBende Starke 



30 mg/Tablette 
150 mg/Tablette 
1 mg/Tablette 
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Der WirJcstoff wird gesiebt und mit den anderen Bestandteilen 
vermischt. Das Gemisch wird unter Verwendung einer geeigne- 
ten Vorrichtung in Hartgelatinekapseln Nr. 2 gefiillt. Andere 
Kapseln konnen hergestellt werden, indem man das Fullgewicht 
andert und erforderlichenfalls die KapselgroBe entsprechend 
ander^ • 

Die gleiche Formulierung kann auch mit 2-o-Propoxyphenyl-8- 
azapurin-6-on als Wirkstoff vorgenommen warden. Gegebenen- 
falls wird ein Aktivator der Guanylzyklase hinzugefiigt. 



Beigpiel 3 

Iniek1:ion fvir intravendse Verabreichung 

Wirkstoff: EHNA 
Natr iumchlorid- intr avenos e 
Infusion, BP, 0,9 % Gew./Vol. 
Ansat.zqrofle 

Der Wirkstoff wird in einem Teil der Natriiimchlorid-intra- 
venosen Infusion gel5st, die Losung mit der Natriumchlorid- 
intravenSsen Infusion auf das Volumen eingestellt und die 
Losung griindlich vermischt. Die Losung wird in klare, Typ 1, 
10-ml-Glasampullen eingefullt und unter Stickstof f im Kopf- 
raum durch Abschraelzen des Glases abgesiegelt. Die AmpuIIen 
werden durch Erhitzen ira Autoklaven bei 120 fur nicht kUr- 
zer als 20 Minuten sterilisiert- 



1,5 - 3,0 rag /ml 

1 ml 
2500 ml 
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patentansprOche 

1. Arzneiml^tiel f dadarch gekennzelchnet , 
daB es einen oder mehrere Inhibitoren fur die cGMP-stiniu- 
lierte Phosphodiesterase (PDE II) zusammen mit ubiichen Tra- 
gerstoffen iind/oder Verdunnungsmitteln enthalt - 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadxirch g e k e n n - 
zeichnet , daB es als Inhibitor Erythro-9-(2-hydro- 
xy-3-nonyl)-adenin Oder 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on 
enthalt. 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch g e Ic e n n - 
zeichnet, dafl es zusatzlich einen oder mehrere Alc- 
tivatoren der Guanylzyklase enthSlt. 

4. Arzneimittel nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

3, dadurch g e k e n n z e i c h n e t , daJi es in einer 
fiir die orale, intraperitoneale, intramuskulare, subkutane, 
intraartikulare oder intravenose Verabreichung geeigneten 
Form vorliegt, 

5. Arzneimittel nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4, dadurch gekennzetchnet , dafl es in Form 
von Tabletten, Dragees, Kapseln, Losungen oder in einer fiir 
die Injektion oder Infusion geeigneten Form vorliegt. 

6. Arzneimittel nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

5, dadurch gekennzelchnet, daB es als Depot- 
form vorliegt* 

7. Verwendung von Inhibitoren der cOIP-stimulierten Phos- 
phodiesterase (PDE II) fur die Bekampfung und Prophylaxe von 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 
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8, verwendung nach Anspruch 1 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daft Erythro-9-(2-hydroxy-3-noiiYl)-adenin 
Oder 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on verwendet wlrd. 

9, Verwendung nach Anspruch 6 Oder 7, dadurch g e - 
kennzeichnet , daB die Verwendung zusammen mlt 
einem oder mehreren Aktivatoren der Guanylzyklase erfolgt. 

10 . Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, da/i die Verwendung 
gleichzeitig, getrennt oder zeitlich abgestuft erfolgt. 

11. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 7 bis 

10, dadurch gekennzeichnet , daB die Verwen- 
dung bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen erfolgt. 

12. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 7 bis 

11, dadurch gekennzeichnet , daB die Verwen- 
dung oral, intraperitoneal, intramuskular, subkutan, intra- 
artikul^r oder intravenos erfolgt. 

13. Verwendung nach mindestens einem der Anspiiiche 7 bis 

12, dadurch gekennzeichnet , daB die Verwen- 
dung in Form von Tabletten, Dragees, Kapseln, LSsungen oder 
in einer fiir die Injektion oder Infusion geeigneten Form er- 
folgt. 

14. Verwendung von Inhibitoren der cGMP-stimulierten Phos- 
phodiesterase (PDE II) zur Herstellung von Arzneimitteln ge- 
gen Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-adenin 
Oder 2-o-Propoxyphenyl-8-azapurin-6-on verwendet wird. 
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16. Verweadiing nach elnem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch 
gekenn2eich.net, daB die Verwendung zusammen 
mit: einem oder mehreren Aktivatoren der Guanylzyklase er- 
folgt. 

17 • Verwendung nach mindestens einem der Anspriiclie 13 bis 

16, dadurch gekennzeichnet , dafl fiir die ora- 
le, intraperitoneale, intramuskuiare, subkutane, intraarti- 
kulare oder intravenose Verabreichung geeignete Arzneimittel 
hergestellt werden. 

18. Verwendung nach mindestens einem der Anspriicbe 13 bis 

17, dadurch gekennzeichnet , dafl Tabletten, 
Dragees, Kapseln, Losungen oder fur die Injektion oder Infu- 
sion geeignete PrSparate hergestellt werden. 

19. Inhibitor fur die cGMp-stimulierte Phosphodiesterase 
(PDE II) zur Verwendung bei Herz-Kreislauf-Erkranlaingen> 
gegebenenfalls zusammen mit der gleichzeitigen, gfetrennten 
Oder zeitlich abgestuften Verwendung von einem oder mehreren 
Aktivatoren der Guanylzyklase. 

20. Erytliro-9-(2-liydroxy-3-nonyl)-adenin oder 2-o-PropoxY" 
phenyl-8-azapurin-6-on, gegebenenfalls zusammen mit einem 
Oder mehreren Aktivatoren der Guanylzyklase, zur Verwendung 
bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen, gegebenenfalls zusammen mit 
der gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abgestuften 
Verwendung von einem oder mehreren Aktivatoren dex Guanylzy- 
klase. 
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